





























mitochondrial‐endoplasmic  reticulum  (ER)  contact  sites  (MERCs)  linking  mitochondrial 
homeostasis to intracellular calcium handling. In this context, Miro1 is increasingly recognized to 
play a  role  in PD pathology. Recently, we  identified  the  first PD patients carrying mutations  in 
RHOT1, the gene coding for Miro1. Here, we describe two novel RHOT1 mutations identified in two 






revealed  alterations  of  the  structure  of  MERCs.  Conclusion:  Our  data  suggest  that  Miro1  is 
important for the regulation of the structure and function of MERCs. Moreover, our study supports 
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1. Introduction 
Parkinson’s disease  (PD)  is  a  complex  neurodegenerative disorder with  a  largely unknown 
molecular pathogenesis. Although most PD cases are classified as idiopathic with unknown cause, a 
growing number of genes  and genetic  risk  factors have been  identified, which  contribute  to  the 
development  of  PD  [1] Many  of  these  genes were  found  to  be  involved  in  common  pathways 
suggesting  that,  at  least  in  a  subgroup  of  cases,  PD  might  be  caused  by  similar  pathological 
mechanisms. PD‐associated mutations in PINK1, Parkin and LRRK2 for example cause impairments 























sample’ was  comprised  of  early‐onset PD  cases. The  patients were  not  known  to  carry  either  a 
















genome  (GRCh37,  hg19  build) with  burrows‐wheeler  algorithm  (BWA)  software  and  the mem 
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algorithm. Alignments were converted to binary bam file and variant calling was performed using 
three  different  variant  callers  (GATK HaplotypeCaller,  freebayes  and  samtools).  Variants were 
annotated using Annovar and in‐house ad‐hoc bioinformatic tools. Exome variants were filtered for 
(1)  minor  allele  frequency  (MAF)  <0.01  in  Miro‐1  (RHOT1)  in  Genome  Aggregation  Database 















analysis  was  performed  using  antibodies  against  Miro1  (Sigma  Aldrich,  Munich,  Germany, 
WH0055288M1), Tom20 (Santa Cruz Biotechnologies, Dallas, TX, USA, sc‐17764), Rab9 (Santa Cruz 






not  the position of  the  second mutated  residue T610,  two  separate models were built: One high‐





Structure  visualizations  of  the  Miro1  isoform1  protein  were  generated  with  the  software 
Chimera  [14],  using  the  domain  annotations  from  the  Uniprot  database  [15].  Next,  the 






The  protocol  for  live  cell  imaging  of  cytosolic  calcium  levels  using  Fluo4‐AM  staining  and 
treatment with thapsigargin and Ru360 was described in detail before [10]. Live cell imaging for the 
analysis  of  calcium‐induced  fragmentation using MitoTracker green  FM  staining  and  ionomycin 
treatment  was  likewise  described  in  detail  [10].  The  aspect  ratio  was  determined  to  assess 
mitochondrial fragmentation. In brief, the aspect ratio is calculated by the minor axis of mitochondria 
divided by the major axis of mitochondria and indicates mitochondria fragmentation. The smaller 
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the  value  of  the  aspect  ratio,  the  smaller  the  mitochondria,  indicating  higher  fragmentation. 
Mitochondrial morphology was analyzed using ImageJ software. Images were obtained with a Live 
cell Microscope Axiovert 2000 with  spinning disc, plan‐aprochromate objectives and Hamamatsu 



















Immortalized  fibroblasts  were  transfected  with  mito‐GFP  using  TransIT®‐2020  transfection 
reagent (Mirus Bio, Madison,WI, USA, MIR 5400) according to the manufacturer’s protocol. At 24 h 
after  transfection,  cells were  fixed with  4% PFA  for  15 min  and  stained with  antibodies  against 



































Recently, we  identified  the  first disease‐associated mutations  in RHOT1  in  two German PD 
patients [10]. Here, we describe two additional RHOT1 mutations found in two male PD patients of 
German origin. The heterozygous point mutations c.1290A > G and c.2067A > G  (NM_001033568) 






















Western blot analysis revealed  that  the relative amount of Miro1 protein was not affected  in 
patient‐derived mutant fibroblasts compared to control cells (Figure 1F,G). Furthermore, the relative 
amount  of  the  mitochondrial  marker  protein  Tom20  was  comparable  between  both  mutant 
fibroblasts lines and three control fibroblast lines (Figure 1H,I). 
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thapsigargin  treatment,  we  treated  fibroblasts  in  parallel  with  Ru360,  an  inhibitor  of  the 
mitochondrial  calcium  uniporter  (MCU  [28,31,32]).  The  resulting  response  curve  indicates  that 
blockage of mitochondrial  calcium  import abolishes  the ability of all  cell  lines  to  compensate  for 
elevated cytosolic calcium  (Figure 2C). This  finding suggests  that calcium buffering  in  fibroblasts 
after thapsigargin treatment is mainly facilitated by mitochondria. 
Cytosolic calcium was shown to regulate mitochondrial morphology, with increasing calcium 
levels  causing  fragmentation  [8].  In  the  light  of  this  result, we were  interested  in  investigating 
mitochondrial morphology in response to calcium stress. For this purpose, fibroblasts were stained 
with MitoTracker  green  FM  and  treated with  the  calcium  ionophore  ionomycin during  live  cell 










calcium uptake by  the SERCA pumps and  to deplete endoplasmic  reticulum  (ER) calcium  stores. 
Imaging was continued for 10 min with a 2 s interval. Images were obtained with a 25× objective. Data 


























We  also  assessed  the mitochondrial mass  from  the  Tom20  signal  and  found  no  statistical 
significant difference between controls and mutants (Figure 3E). The amount of MERCs normalized 




Since Miro1  is a  crucial  regulator of MERCs, we were  interested  to assess whether different 








is might  be  driven  by  a  reduction  of Miro1‐containing MERCs.  In  line,  further  image  analyses 
revealed, that all mutant fibroblast lines show a reduction of Miro1 localization to mitochondria and 
to the ER (Figure 4D). 




protein  disulfide‐isomerase  (PDI)  and  the  mitochondrial  marker  protein  Tom20.  Images  were 
obtained using a 63× objectives; scale bars  indicate 20 μm. The white boxes  in  the merged  images 
indicate the magnified regions shown in the co‐localization panels. Co‐localization of PDI and Tom20 
signals  was  analyzed  with  MatLab.  Co‐localization  events  are  highlighted  as  white  dots.  (B) 





as mean  ±  SEM.  Significance  calculated using  a Kruskal Wallis  test  (n  =  3;  25  cells  analyzed per 
fibroblast line per experiment). ** p < 0.001; *** p < 0.0001; **** p < 0.00001. 
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Figure  4.  (A)  Immortalized  fibroblasts  were  transfected  with  mito‐GFP  and  fixed  24  h  post‐
transfection  for  subsequent  labeling with  antibodies  against Miro1  and  the ER marker Calnexin. 
Images were obtained using a 63× objective; scale bars indicate 20 μm. Co‐localization events were 
analyzed using MatLab. (B) Quantification of MERCs without Miro1 and (C) MERCs with Miro1 per 
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Only the T610A mutant shows a reduction of SPLICS‐long signal with Miro1 (Figure 5D), while both 
mutant  fibroblast  lines,  T351A  and  T610A,  show  a  significant  reduction  of  SPLICS‐long  signal 
without Miro1  co‐localization  (Figure  5D).  In  contrast, both mutant  fibroblast  lines do not  show 
changes of SPLICS‐short signal with Miro1 and a slight reduction of SPLICS‐short signal without 
Miro1  (Figure  5E). These  findings  support our previous observation  that Miro1 mutations  cause 
alterations of the structure of MERCs. 
 
Figure  5.  (A)  Immortalized  fibroblasts were  transfected  either with  the  SPLICS‐long, or with  the 
SPLICS‐short construct. After 12 h, cells were stained with MitoTracker deep red FM  for  live cell 
imaging, using a 63x objective; scale bars indicate 20 μm. (B) Quantification of wide MERCs (from 
SPLICS‐long  signal)  and  (C)  narrow  MERCs  (from  SPLICS‐short  signal)  per  cell.  Fibroblasts 
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3.6. LC3‐Dependent Autophagy is Impaired in Miro1‐T351A and Miro1‐T610A Fibroblasts 
MERCs  play  a  crucial  role  not  only  in  calcium  homeostasis,  but  also  in  the  regulation  of 
mitophagy [8]. In our previous study describing the Miro1 mutations R272Q and R450C, we found 
changes  in mitochondrial  quality  control mechanisms  in  patient‐derived  fibroblasts. Hence, we 
investigated autophagy pathways in the T351A and T610A fibroblasts. Fibroblasts were transfected 
with mito‐dsRed and eGFP‐LC3 for subsequent treatment with the mitochondrial uncoupler CCCP 
or  Bafilomycin  A1,  an  inhibitor  of  lysosomal  degradation  (Figure  6A).  Co‐localization  of 
mitochondria with LC3 puncta indicated mitophagy. In control fibroblasts, CCCP treatment leads to 
an  increased  co‐localization  of mitochondria  and  LC3  puncta,  indicating  increased mitophagy. 
Inhibition of  lysosomal degradation by Bafilomycin A1 also  leads  to an  increase of co‐localization 
events in control fibroblasts. In contrast, neither of the treatments results in changes of mitochondria‐
LC3 co‐localization in T351A‐ or T610A‐fibroblasts (Figure 6B). 
This result points to an  inhibition of  the autophagy  flux  in these mutant  lines. Therefore, we 
were  interested  in  further analysis of  the LC3‐dependent autophagy pathway. Formation of LC3‐
dependent  autophagosomes  requires  transfer  of  the  lipids  phosphatidylethanolamine  (PE)  and 
phosphatidylserine  (PS)  at MERCs  [34].  PS  is  transformed  into  PE  and  together with  LC3  gets 
integrated into the ER membrane to form autophagosomes. Therefore, the translocation of the 18:1 
NBD‐PS signal  from mitochondria  to  the cytosol serves as readout  for autophagosome  formation 
[8,10,26]. We  loaded  fibroblasts with  the  fluorescent  labeled  lipid 18:1 NBD‐PS and starved  them 
without FBS  to  induce LC3/ATG5‐dependent autophagy  [34]. Afterwards, we quantified  the 18:1 
NBD‐PS signal, which was not co‐localized with mito‐dsRed‐labeled mitochondria (Figure 6C). In 
control fibroblasts, FBS starvation induced autophagosome formation, while both mutant cell lines 




independent  autophagy.  Within  this  pathway,  autophagosomes  are  not  derived  from  the  ER 
membrane  at MERCs,  but  derive  from  the Golgi  apparatus, mediated  by Rab9  [35]. Hence, we 




















mito‐DsRed signal.  (D) Quantification of autophagosomes  from microscopy  images shown  in  (C). 
Significance calculated with Mann‐Whitney test (n = 3; 10 cells analyzed per line, condition and per 





















fibroblast  lines,  R272Q,  R450C  (Supplementary  data  1A–C),  T351A,  and  T610A  contained 
significantly  fewer  Miro1‐positive  MERCs  compared  to  control  fibroblasts.  Furthermore,  co‐










































With  the  identification and  functional characterization of  two novel mutations  in Miro1, we 
provided further evidence for RHOT1 as a risk gene for PD. Moreover, our observation of altered 
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